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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft galenische waBrige Formulierungen von gerelnigten Erythropoietin. Insbesondere 
von hunnanem nativem und von rekomblnantena humanenri Erythropoietin (rh EPO). Die Formulierungen der 
Erfindung - ohne Frenridproteine, Zucker, Aminosauren oder andere Ubiiche Stabilisterungsmittef - behalten 
bei einer Temperatur von 4-8 'C fUr n>tndestens 1 Jahr mindestens etwa 78 % ihrer ursprunglichen 
Aktr/itat. 

Erythropoietin (EPO) ist ein Glykoprotein nnit 166 AminosSuren, 3 Glykosylrerungssteiren an den 
AminosSure-Positionen 24. 38 und 83 und einem Molekulargewlcht von etwa 34 000. EPO laBt sich 
entweder aus natOrlichen Quellen, wie menschlfchem Urin Isolieren (vgl. 2.B. Miyake et al.. J. Biol. Chem.. 
Bd. 252 (1977), 5558-5564) oder es kann durch gentechnologische Verfahren hergestellt werden (vgl. z.b! 
EP-A 0148 605 und 0 267 678). WaBrige Losungen von Erythropoietin sind bei Temperaturen von etwa 
3 • C bis Raumtemperatur instabif. 

Patienten mit Nierenlnsuffizienz konnen kein EPO bilden und leiden daher an eIner Ar^mie, Versuche, 
diese EPO-Unterversorgung durch Verabfolgung von EPO zu komplettieren und die Symptome der Anfimie 
zu venringern. sind bereits erfolgreich gewesen. Weitere Winische Anwendungen bestehen in der Verabrei- 
chung von hEPO bei iatrogener Anamie nach Chemotherapie oder Strahtentherapie maligner Erkrankungen. 

Eine Bnzeldosis von EPO betrSgt nur wenige Mikrogramme. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit nach 
i.v.- Verabrelchung konnen physiologlsche Plasma-Spiegel am besten durch subkutane Injektion erreicht 
werden. 

Die bisher vorgeschlagenen oder verfUgbaren galenischen Formulierungen von Erythropoietin enthalten 
Detergens-, und/oder Protein-. Zucker- bzw. Polyalkoholzusatze, die einerseits EPO stabillsieren und 
andererseits die Adsorption des EPO an die Innenwand des Aufbewahrungsbeha Iters (d.h. der Ampulle) 
verhindern sollen (EP-B-0 178 576; EP-A-0 178 665; G. Krystal et al.. Blood Bd.67 (1986). 1, 71 - 79). 
Subkutane oder Lm. Applikation von solchennaBen stabllisiertem EPO fUhrt zu lokalen EntzOndungen unter 
Bildung von Granulomen. Nach bekannten Verfahren hergestelltes hochreines EPO (EP-A-0 236 059; US-A 
4.667,159. PCT/US 86/01342 (= WO 86/07594)) verlor innerhaib einer Woche mehr als 25 % seiner 
AktivitSt bei Ugemng bei 24 -C. Aus der EP-B-0 178 576 ist femer eine Losung von humanem Erythropoie- 
tin, das mit '^C-Formaldehyd reduktiv methyllert wurde. in PBS bekannt; vgl. Experiment 1 und 2. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, galenische wSBrlgen Formulierungen von gereinlgtem 
Erythropoietin bereitzustellen, die frei von den Oblichen stabilisierenden ZusStzen sind und trotzdem eine 
ausreichende Stabilitat bei Temperaturen von etwa 3 -C bis Raumtemperatur aufweisen. und sich insbeson- 
dere zur subkutanen bzw. tntramuskularen Applikation eignen. 

Oberraschendenrtfeise wurde gefunden, daB gereinigtes Erythropoietin (etwa 99%-ig rein), insbesondere 
gerelnlgtes natives oder rekombinantes humanes Erythropoietin, In eInem physiologisch vertrSglichen 
wSBrigen Phosphatpuffer vom pH-Wert 6 bis 8, der ein physiologisch vertrSgliches Alkafimetallhalogenid. 
aber sonst keine stabilisierenden ZusStze enthaft. in versiegelten Reagenzglasem oder Glasampullen uber 
lange Zeit bei Temperaturen von 4 bis 8 • C stabil ist. 

Die Erfindung betrifft somit galenische waBrige Formulierungen von gereinigtem Erythropoietin in einem 
physiologisch vertragllchen wafirigen Phosphatpuffer vom pH-Wert 6 bis 8. der ein physiologisch vertragli- 
ches Alkalimetallhalogenid. aber sonst keine stabilisierenden ZusStze enthfitt Besonders bevorzugt ist ein 
Puffer aus 50 mM Natriumphosphat. 100 ml^ NaCI, pH 7,8. Die Konzentrata'on des Erythropoietins in der 
waBrigen Pufferlosung betragt 50 - 1000 ug pro ml Pufferlosung. 

Beispiele fOr physiologisch vertragliche wSflrige Phosphatpuffer sind Natriumphosphatpuffer und Kali- 
umphosphatpuffer, vorzugswetse Natriumphosphatpuffer. Beispiele fOr physiologisch vertragliche Alkalime- 
tallhaJogenlde sind Natrlumchlorid und Kaifumchlorid, vorzugsweise Natriumchlorid. Bn bevorzugter 
Phosphatpuffer ist ein Puffer mrt 50 mM Natriumphosphat. 100 mM NaCI. pH 7,8. Dieser Puffer wird 
abgekurzt auch als PBS bezetchnet. Die waBrigen Losungen des Erythropoietins in PBS sind sehr gut zur 
subkutanen oder intramuskularen Applikation geeignet. 

Die Erfindung betrifft zusatzlich die Venvendung der galenischen waBrigen Fonmulierungen zur Herstel- 
lung von InjektionsprSparaten zur subkutanen oder intramuskufaren Applikation. Besonders bevorzugt Ist die 
subkutane Verabreichung. weii sie gegenOber den bekannten Formulierungen. die mit Proteinen stabilisiert 
sind. keine Reizungen und entzOndlichen Schmerzen verursacht. Dies haben kfinische Versuche ergeben. 

Die Beispiele erISutern die Erfindung . 
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Beispiel 1 

Reinigung von rh EPO 

Die Reinigung von rh EPO erfolgte ausgehend von serumhaJtigem Oder serumfreiem Medium, das 
durch rh EPO produzierende animate Zellen konditioniert war. nach dam in der EP-A 0 267 678, Seite 6. 
Zeile 45, bis Seite 9, Zeiie 5, beschriebenen Verfahren. Das Verfahren umfafit 

(1) die KtSrung» das Konzentrieren und die Dialyse des Kulturmedtums, 

(2) did lonenaustauschchromatographie, 

(3) die preparative "reverse phase HPLC" und 

(4) die Gelfittrationschromatographte. 

Zur Gemitrationschromatographie wurde die Saule mil PBS. d.h. 50 mM Natriumphosphatpuffer. 100 
mlVI NaCI, pH 7.8 aquilibriert Mit dieser Pufferiosung wurde rh EPO in einem einzigen symmetrischen Peak 
eluiert (Messung des Eluats bei 280 nnr>). Das erhaltene rh EPO war mindestens 99%-ig rein aemsiB SDS- 
PAGE. 

(5) VerdUnnung 

Die veretnigten rh EPO-Fraktionen des Gelfiltrationsschrftts (4) hatten einen Gehalt von 0.1 - 0.8 mg 
EPO pro ml und warden mit dem Natriumphosphat-Natriumchloridpuffer (PBS) pH 7,8 in Bnzeldosen zu 
100 ug/imi abgefOilt 

Beispiei 2 

PrOfung der Stabilitat 

Die StabilitMt der gemSB Beispiel 1 erhaltenen PBS-L«sung von rh EPO wurde nach Lagerung der 
Einzeldosen in sterilen Glasrdhrchen Im Vergleich mit verschiedenen Stabilisatoren geprOft Die AktivitSt 
des rh EPO wurde durch ^T-Einbau in mit Phenylhydrazin behandelten !\^ilzze!Ien der Maus in Oblicher 
Weise gemessen. Die nachfolgend in der Tabelle dargestellten Daten sind bezogen auf die Ausgangsaktivi- 
tat des eingesetzten rh EPO = 100 %. 
(a) Lagerung bei 4 - 8* C 



Stabilisator 


Menge an Stabilisator (Gew7Gew. relativ zu EPO) 
bezogen auf 100 ug EPO/ml PBS 


% AktivitSt nach 12 Monaten 


PBS allein 




78,5 


PBS + Sorbit 


5000 


51 


PBS + Glycerin 


6150 


0 


PBS + Haemaccel'* 


100 


68 



(b) Lagerung bei 37* C (beschleunigter Test) 



Stabilisator 


Menge an Stabilisator 


% Aktivitat nach Monaten 


1 


2 


3 


6 


PBS allein 




86,3 


39 


11,2 


9.9 


PBS + Sorbit 


5000 


33,5 


10,7 


5,1 


0 


PBS + Haemaccel'* 


100 


42 


14.8 


6,0 


5,1 



Anm.: Haemaccel*^ ist eine abgebaute Gelatine 
Aus den Tabellen ist die Qberraschend bessere Stabilisierung von rh EPO in PBS (pH 7,8) ohne weiteren 
Zusatz eines Stabilisators ersichtfich. 

Patentansp ri) Che 

Patentansprilche fOr folgende Vertragsstaaten : AT, BE. CH, DE, DK, FR, GB, IT, U, LU, NL, SE 

1. Galenische waBrige Formulierungen von gereinigtem Erythropoietin in einer physiofogisch vertraglichen 
wSBrigen Pufferl5sung vom pH-Wert 6 bis 8, die ein physiologisch vertrSgiiches Aikalimetallphosphat 
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und Alkaltmetallhalogenid, aber sonst keine stabilisierenden Zusatze enthailt. 

2. Formulierung nach Anspaich 1. dadurch gekennzeichnet. daB die waBrige Pufferlosung aus 50 mM 
Natriumphosphat, 100 mM NaCI, pH 7,8. besteht. 

3. Formulierung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Erythropoietin humanes 
natives oder rekombinantes Erythropoietin ist. 

4* Formulierung nach elnem der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet. daB die Konzentration des 
Erythropoietins 50 - 1000 ug pro ml Pufferlosung betrSgt 

5, Verwendung einer waBrigen Formulierung von gereinigtem Erythropoietin gemaB einem der AnsprQche 
1 bis 4 zur Herstellung von InJektionsprSparaten. 

S. Verfahren zur Herstellung einer stabilen galenlschen Fonmulierung von Erythropoietin nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB Erythropoietin einer Retnheit von ^ 99 % In einer physiologisch vertrSgii- 
chen waBrigen Pufferlosung vom pH-wert 6 bis 8 geldst wird. wobei besagte Pufferl&sung ein 
physiologisch vertrSgiiches Alkalimetallphosphat und Alkaflmetallhalogenki. aber sonst kelne stabilisie- 
renden ZusStze enthSIt 

PatentansprUche fUr folgende Vertragsstaaten : ES, GR 

1. Verfahren zur Herstellung einer stabilen galenischen Formulierung von Erythropoietin (EPO), dadurch 
gekennzeichnet, daB EPO einer Reinhett von ^ 99 % In einer physiologisch vertrSglichen waBrigen 
PufferlSsung vom pH - Wert 6 bis 8 gel5st wird, wobei be^gte Pufferldsung ein physiologisch 
vertrSgliches Alkalimetallphosphat und Alkalimetallhalogenid, aber sonst keine stabilisierenden Zuslitze 
enthaH. 

2- Verfahren nach Anspruch 1» dadurch gekennzeichnet. daB die waBrige Pufferldsung aus 50 mM 
Natrium phosphat 100 mM NaCI, pH 7.8 besteht. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet daB das EPO humanes natives 
Oder rekombinantes EPO ist 

4. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet daB die Konzentration des EPO 
50 - 1000 ug pro ml Pufferidsung betrSgt. 

5. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet daB die galenische Formulie- 
rung zur Injektion vorbereitet ist 

Claims 

Claims for the following Contracting States : AT. BE, CH, DE. DIC, PR, GB, IT. U. LU. NL, SE 

1. An aqueous pharmaceutical formulation of purified erythropoietin in a physiologically tolerated aqueous 
buffer solution of pH 6 to 8 which contains a physiologically tolerated alkali metal phosphate and alkali 
metal hallde. but otherwise no stabilizing additives. 

2. A formulation as claimed in claim 1, wherein the aqueous buffer solution is composed of 50 mM 
sodium phosphate. 100 mM NaCI. pH 7.8. 

3. A formulation as claimed in claim 1 or 2, wherein the erythropoietin Is human native or recombinant 
erythropoietin. 

4. A formulation as claimed in any of claims 1 to 3. wherein the concentration of erythropoietin is 50 - 
1000 ug per mi of buffer solution. 

5. The use of an aqueous formulation of purified erythropoietin as claimed in any of claims 1 to 4 for 
preparing injection products. 
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6. A process for preparing a stable pharmaceutical formulation of erythropoietin as claimed in claim 1, 
which comprises dissolving erythropoietin with a purity of ^ 99% in a physiologically tolerated aqueous 
buffer solution of pH 6 to 8, said buffer solution containing a physiologically tolerated alkali metal 
phosphate arKi alkali metal halide. but otherwise no stabilizing additives. 

Claims for the following Contracting States : ES, QR 

1. A process for preparing a stable pharmaceutical formulation of erythropoietin (EPO), which comprises 
dissolving EPO with a purity of ^ 99% in a physiologically tolerated aqueous buffer solution of pH 6 to 
8, said buffer solution containing a physiologically tolerated alkali metal phosphate and alkali metal 
halide, but otherwise no stabilizing additives. 

2. The process as claimed in claim 1, wherein the aqueous buffer solution is composed of 50 mM sodium 
phosphate. 100 mM NaCi. pH 7.8. 

3. The process as claimed in claim 1 or claim 2, wherein the EPO is human native or recombinant EPO. 

4. The process as claimed in any of claims 1 to 3. wherein the concentration of EPO is 50 - 1000 ug per 
ml of buffer solution. 

5. The process as claimed in any of claims 1 to 4. wherein the phanmaceutical formulation is prepared for 
injection. 

Revendications 

Revendlcations pour les Etats contractants suivants : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Formes gal^niques aqueuses d*4rythropo'i^tine purifiee, dans une solution aqueuse tampon physiologr- 
quement acceptable h pH 6-8. qui contient un phosphate de metal alcalin physiologlquement accepta- 
ble et un halogSnure de mStal ak:arin. mais par atlleurs ne contient aucun additif stabilisant. 

2. Forme gal^nique selon la revendication 1. caract^ris^e en ce que la solution aqueuse tampon est 
constituee de 50 mM de phosphate de sodium. 100 mM de NaCl. pH 7.8. 

3. Forme gal^nique selon la revendication 1 ou 2. caracteris^e en ce que I'^rythropo'iStine est une 
^rythropoHitine humaine native ou recombinante. 

4. Forme gal^nique selon I'une des revendications 1 a 3, caracteris^e en ce que la concentration de 
rSrythropoletine va de 50 li 1 000 ug par ml de solution tampon. 

5. Utilisation d^une forme galdnique aqueuse d'^rythropoTiStine purifi^e selon Tune des revendications 1 h 
4, pour la preparation de compositions injectables. 

6. Precede pour la preparation d*une forme gal^nique stable d'^rythropo'iStine selon la revendication 1. 
caracterisS en ce que I'^rythropo'ietine. h un degrd de purete 2:90 %. est dissoute dans une solution 
aqueuse tampon physiologlquement acceptable ayant un pH de 6 a 8, ladite solution tampon contenant 
un phosphate de m6tal alcalin physiologlquement acceptable et un halog^nure de m^tal alcalin, mals 
par ailleurs ne contenant aucun additif stabilisant 

Revendications pour les Etats contractants suivants : ES, GR 

1. Procdde pour la preparation d'une forme gal^nique stable d'erythropol^tine (EPO). caract^rise en ce 
que TEPO. h un degrd de purete ZBB %, est dissoute dans une solution aqueuse tampon physiologi- 
quement acceptable ayant un pH de 6 it 8, ladite solution tampon contenant un phosphate de metal 
alcalin physiologlquement acceptable et un halogenure de metal alcalin. mais par ailleurs ne contenant 
aucun additif stabilisant. 

2. Precede selon la revendication 1 . caracterise en ce que la solution aqueuse tampon est constituee de 
50 mM de phosphate de sodium. 100 mM de NaCt. pH 7,8. 
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Proc^dd selon la revendication 1 ou 2, caractirisd en ce que TEPO est de I'EPO humaine native ou 
recombtnante. 

Proc666 selon Tune des revendications 1 h 3, caract^ris^ en ce que la concentration de I'EPO va de 50 
k 1 000 ug par ml de solution tampon. 

Precede selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce que la forme galenique est preparee 
pour injection. 
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